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DESCRIPCION
Método para el prondstico del tiempo de supervivencia de un paciente que padece un cancer solido
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico del tiempo de supervivencia de un paciente
que padece un cancer solido.

Estado de la técnica

Como se indica en Dieu-Nosjean et al., (J Clin Oncol 26:4410-4417. 2008), el cancer broncopulmonar es la causa
mas comun de muerte relacionada con cancer en el mundo. Aproximadamente de un 80 % a un 90 % de los casos
implican cancer broncopulmonar no microcitico (NSCLC), que incluye adenocarcinoma y carcinoma escamocelular.
Unicamente los pacientes cuyos tumores pueden resecarse completamente tienen una posibilidad significativa de
supervivencia aumentada. Sin embargo, tanto como un 30 % de los pacientes con enfermedad en fase |
experimentan recidiva después de cirugia. La correlacion entre células inmunitarias de infiltracion tumoral y el
pronostico de los pacientes con cancer broncopulmonar es controvertida.

Un tumor estd compuesto de células malignas, estromales, endoteliales e inmunitarias que forman una red
heterogénea y muestran interacciones complejas. Aunque la erradicacion del tumor por el sistema inmunitario a
menudo es ineficaz, hay evidencias de que muchos canceres en desarrollo no se ven ignorados por el sistema
inmunitario. Las regresiones tumorales espontaneas que se producen simultaneamente con las manifestaciones
autoinmunitarias y la mayor incidencia de los tumores en pacientes inmunosuprimidos son indicaciones de la
implicacion del sistema inmunitario en el rechazo del tumor. Los ratones con funciones inmunitarias deficientes
desarrollan espontaneamente tumores. La densidad de linfocitos de infiltracion tumoral (TIL) con fenotipos
citotoxicos y de memoria es altamente predictiva de un buen resultado clinico. Sin embargo, aunque el prondstico
esta relacionado con la migracién dirigida de las células inmunitarias efectoras, ain no esta claro donde tiene lugar
la activacion de la respuesta inmunitaria especifica: en el tumor, el ganglio linfatico de drenaje o ambos.

Ahora esta bien establecido que las respuestas inmunitarias pueden tener lugar a una distancia de 6érganos linfoides
secundarios, en estructuras linfoides terciarias (TLS). Dieu-Nosjean et al., han observado que estas estructuras de
tipo ganglio linfatico pueden desarrollarse en pacientes con cancer broncopulmonar. Se han llamado "tejidos
linfoides asociados con bronquios inducido por tumor" (Ti-BALT) ya que nunca se encontraban en los tejidos no
tumorales de pacientes con NSCLC. Ademas, Dieu-Nosjean et al., han demostrado que la densidad de DC maduras,
una poblacién que se detectd selectivamente en Ti-BALT, esta asociada con un resultado clinico favorable, lo que
sugiere que representa un sitio de activacion para linfocitos T especificos de tumor.

La presencia de TLS se ha presentado en otros tumores humanos (por ejemplo, colorrectal y de mama (Gobert et
al., Cancer Res 2009; 69(5) 2000-2009) que indica que surgen estructuras linfoides ectopicas en muchos tumores
sélidos.

Ladanyi et al., (Cancer Immunol Immunother. Dic. 2011;60(12):1729-38) divulgan el impacto prondstico de la
densidad de linfocitos B en melanoma cutaneo.Nelson (J Immunol. 1 nov. 2010;185(9):4977-82) es una revisiéon que
compara las respuestas de linfocitos B en cancer, la autoinmunidad y el trasplante, con el objetivo de dilucidar los
mecanismos usados por los linfocitos B para facilitar las respuestas de linfocitos T a largo plazo. La solicitud de
patente europea publicada con la referencia EP 1 777 523 divulga métodos para determinar el prondstico de un
paciente que padece cancer cuantificando, en una muestra de tumor, al menos un marcador bioloégico que es
indicativo del estado de la respuesta inmunitaria adaptativa de dicho paciente contra el cancer.

Sautes-Fridman et al., (Cancer Metastasis Rev. Mar. 2011;30(1):13-25) la influencia del contexto infeccioso y la
organizacion de infiltracion de células inmunitarias en la progresion de canceres broncopulmonares no microciticos
(NSCLC) humanos.

Fridman et al., (Curr Top Microbiol Immunol. 2011;344:1-24) y Pages et al., (Oncogene. 25 feb. 2010;29(8):1093-
102) analizan la importancia prondstica de la infiltracion inmunitaria en cancer humano.

Dieu-Nosjean et al., (J Clin Oncol. 20 sep. 2008;26(27):4410-7) divulgan que el numero de DC maduras de
infiltracion tumoral puede permitir la identificacion de pacientes con NSCLC en fase temprana que tienen un alto
riesgo de recidiva.

Objeto de la invencidn

La presente invencién se refiere a un método in vitro para el pronéstico del tiempo de supervivencia de un paciente
que padece un cancer solido, que comprende la cuantificacion de la densidad celular de linfocitos B foliculares
presentes en estructuras linfoides inducidas por tumor de dicho paciente, en el que una alta densidad de linfocitos B
foliculares indica que el paciente tiene un prondéstico favorable y una baja densidad de linfocitos B foliculares indica
que el paciente tiene un mal prondéstico.
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La presente invencion proporciona un método novedoso para el pronéstico del tiempo de supervivencia de pacientes
con cancer sdlido. El método es de mayor precisién que los métodos de estadificacion usados actualmente (por
ejemplo, UICC-TNM) vy, por tanto, cumple una necesidad desde hace mucho tiempo y actual en la técnica de
predecir de forma correcta y precisa el curso probable o resultado del cancer en un paciente, que se refleja en el
tiempo de supervivencia. La capacidad de hacerlo posibilita a los facultativos médicos a adaptar individualmente los
protocolos de tratamiento del cancer a pacientes particulares. Los pacientes, de acuerdo con el presente método,
que tienen una alta probabilidad de un buen resultado al tratamiento puede que no necesiten recibir los tratamientos
mas agresivos para experimentar un resultado favorable y, por tanto, pueden evitar o minimizar los efectos
secundarios asociados con dichos tratamientos, mientras que los pacientes con un mal prondstico pueden tratarse
de forma agresiva en la fase mas temprana posible de la enfermedad o mediante otro tratamiento diferente al usado.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico del tiempo de supervivencia de un paciente
que padece un cancer solido, que comprende las siguientes etapas:

a) cuantificar en una estructura linfoide inducida por tumor, la densidad celular de linfocitos B foliculares, y

b) comparar el valor de densidad celular de linfocitos B foliculares obtenido en la etapa a) con un valor de
referencia predeterminado; y

c) proporcionar un pronostico favorable de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de linfocitos B foliculares es mayor que dicho valor de referencia predeterminado, o proporcionar un mal
prondstico de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad celular de linfocitos B foliculares
es menor que dicho valor de referencia predeterminado.

Por estructura linfoide inducida por tumor se entiende la organizacion de leucocitos de infiltracion tumoral en la
estructura de tipo ganglio linfatico en el estroma de la masa tumoral y esta compuesta de grupos de células
dendriticas maduras-linfocitos T (zonas de linfocitos T) y foliculos de linfocitos B (zonas de linfocitos B). Tipicamente,
dependiendo de la seccion del tumor, puede observarse Unicamente una de las dos zonas 0 ambas zonas.

Por linfocitos B foliculares se entiende los subconjuntos de linfocitos B agrupados en foliculos de linfocitos B. Son
principalmente de fenotipo virgen y germinal central.

La supervivencia puede ser la supervivencia especifica de enfermedad (DSS), la supervivencia sin enfermedad
(DFS) o la supervivencia global (OS).

La presente invencion posibilita la evaluacion del riesgo de recidiva de un paciente que se ha tratado
quirargicamente vy, si fuera necesario, que ha recibido posteriormente el tratamiento apropiado (tal como
radioterapia, quimioterapia y/o terapia hormonal).

El método de prondstico de acuerdo con la invencidon puede usarse en solitario o en combinacion con cualquier otro
método ya usado para la evaluacién prondstica de canceres solidos, incluyendo la fase, los parametros
demograficos y antropométricos, los resultados del examen clinico o de laboratorio rutinario, incluyendo el tamafio
del tumor, la clasificacién histoprondéstica, los receptores hormonales, el oncotipo, etc.

En una realizacién preferida, el método de la invencion comprende ademas las etapas de:

a) cuantificar en el tumor completo la densidad celular de células dendriticas maduras, y

b) comparar el valor de densidad celular de células dendriticas maduras obtenido en la etapa a) con un valor de
referencia predeterminado; y

c) proporcionar un pronéstico favorable de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando las densidades
celulares tanto de los linfocitos B foliculares como de las células dendriticas maduras son mayores que dichos
valores de referencia predeterminados,

proporcionar un mal prondstico de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando las densidades celulares
tanto de linfocitos B foliculares como de las células dendriticas maduras son inferiores a dichos valores de referencia
predeterminados, o

proporcionar un pronéstico intermedio de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando un valor de las
densidades celulares de linfocitos B foliculares y de las células dendriticas maduras es inferior a dicho valor de
referencia predeterminado y el otro valor es mayor que dicho otro valor de referencia predeterminado.

Por células dendriticas maduras se entiende una poblacién de células dendriticas que son profesionales para la
presentacion de antigenos procesados a linfocitos T. Las células dendriticas maduras de infiltracién tumoral estan
ubicadas selectivamente en contacto con linfocitos T, en las zonas ricas en linfocitos T de la estructura linfoide
inducida por tumor.

Tipicamente, la densidad de linfocitos B foliculares y la densidad de células dendriticas maduras puede medirse, por
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ejemplo, por inmunohistoquimica realizada en secciones de tumor (secciones tisulares congeladas o incluidas en
parafina) de muestra obtenida por biopsia.

En una realizacion de la invencion, los linfocitos B totales se detectan por inmunohistoquimica con un anticuerpo
contra la molécula CD20. Entre los linfocitos B totales, los linfocitos B foliculares se cuentan selectivamente en la
seccion de tumor completo.

En una realizacion de la invencién, las células dendriticas maduras se detectan por inmunohistoquimica con un
anticuerpo contra la molécula DC-Lamp (CD208). Las células dendriticas maduras se cuentan en la seccion de
tumor completo. La densidad de células puede expresarse como el nimero de células que se cuentan por una
unidad de area superficial de la seccion de tumor, por ejemplo, como en numero de células que se cuentan por
campo de energia intermedia (aumento original x 100) o mm? de area superficial del tumor.

Como los linfocitos B foliculares se organizan en un agregado celular en el foliculo de linfocitos B y como
representan mas de un 98 % de las células totales presentes en el foliculo de linfocitos B, la densidad de linfocitos B
foliculares también puede medirse como una superficie total de foliculos de linfocitos B por una unidad de area
superficial del tumor, por ejemplo, como el area superficial de foliculos de linfocitos B en mm? por campo de energia
intermedia (aumento original x 100) o mm? de area superficial del tumor.

Tipicamente, los valores de referencia predeterminados para la densidad celular de linfocitos B foliculares y para la
densidad celular de células dendriticas maduras pueden determinarse aplicando métodos estadisticos en estudios a
gran escala en pacientes de cancer.

Ejemplos de canceres sdlidos con estructuras linfoides inducidas por tumor son canceres broncopulmonares,
canceres colorrectales y canceres de mama.

En una realizacién preferida, el cancer soélido es un cancer broncopulmonar.

En una realizacién mas preferida, el cancer sélido es un cancer broncopulmonar no microcitico.

En una realizacion de la invencion, el paciente es un paciente con una fase temprana de cancer, tal como cancer en
fase I.

En una realizacion alternativa de la invencion, el paciente es un paciente operable con fase avanzada de cancer
(hasta cancer en fase llIb).

Las fases de cancer de mama y cancer colorrectal se definen, por ejemplo, en UICC. TNM Classification of
Malignant Tumours. 6.2 ed. Sobin LH, Wittekind Ch (ed.) Wiley-Liss: Nueva York, 2002.

En una realizacién de la invencion, el paciente es un paciente con fase temprana de cancer que no recibié ningun
tratamiento neoadyuvante, ni adyuvante, tal como quimioterapia y/o radioterapia.

En una realizacion alternativa de la invencion, el paciente es un paciente con fase avanzada de cancer que recibe
tratamiento adyuvante con o sin tratamiento neoadyuvante, tal como quimioterapia y/o radioterapia.

A continuacion, se ilustrara la invencién mediante los siguientes ejemplos, asi como las tablas y figuras.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Caracterizacion de subconjuntos de linfocitos B dentro y fuera de Ti-BALT

Inmunotinciones sencillas (A-B, E-F, M-N) y dobles (C-D, G-L) en secciones de ganglio linfatico incluido en
parafina (columna de la izquierda) y de tumor broncopulmonar (columna de la derecha). Las zonas de linfocitos B
de Ti-BALT presentan caracteristicas de foliculos secundarios de ganglios linfaticos reactivos, ya que estan
compuestas de: un manto de linfocitos B virgenes IgD+ (gris oscuro, B) que rodean un centro germinal. Como en
los ganglios linfaticos, los linfocitos B del centro germinal CD20+ (gris oscuro, D, H, J, L) expresan CD23 (negro,
D), AID (gris oscuro, F), Ki67 (negro, H) y Bcl6 (negro, J) pero no Bcl2 (negro, L). Las células plasmaticas
CD138+ (gris oscuro) se detectan exclusivamente en la reaccion de estroma (N) pero nunca en Ti-BALT (datos
no mostrados). Aumento original: (A-D, K-L), x 100; (E-J, M-N), x 200. Abreviatura: T, foco del tumor.

Figura 2. Comparacion de los subconjuntos de linfocitos B de infiltracion en tumores pulmonares,
organos linfoides secundarios convencionales y sangre periférica

Analisis de citometria de flujo de subconjuntos de linfocitos B CD19+ CD14- en tumores broncopulmonares
(n=7), ganglios linfaticos (n=3) y sangre periférica (n=5). Diagramas de puntos representativos (A) y medias (B)
de subconjuntos de linfocitos B basados en la expresién de IgD y CD38 en las 3 ubicaciones. Cada barra
representa una media +/- DT de diferentes muestras. La significacion estadistica de subconjuntos de linfocitos B
entre los sitios se calculé por ensayo de Mann-Whitney. *, P<0,05. (C) Comparacién de la relacion de las
diferentes fases de diferenciacion de linfocitos B virgenes (CD23- CD27- CD38- Bm1 y CD23+ CD27- CD38-
Bm2, panel de la izquierda), linfocitos B del centro germinal (CD23- CD27-CD77+ CD38+ Bm3 y CD23- CD27-
CD77- CD38+ Bm4, panel central) y linfocitos B de memoria (CD23- CD27+ CD38+ Bm5 temprano y CD23-
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CD27+ CD38- Bmb5 tardio, panel de la derecha). Abreviaturas: pre-GC, centro pregerminal; GC, centro germinal.

Figura 3. Valor pronéstico de linfocitos B de Ti-BALT en pacientes con NSCLC
(A) Correlacion entre la densidad de DC maduras DC-Lamp+ y la densidad de linfocitos B foliculares CD20+,
ambas poblaciones ubicadas en Ti-BALT. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia especifica de
enfermedad para 74 pacientes con NSCLC en fase temprana de acuerdo con la densidad de linfocitos B
foliculares CD20+ (B), la densidad de DC maduras DC-Lamp+ (C) y la densidad de ambas poblaciones
celulares (D). El valor p se determind usando el ensayo del orden logaritmico. Abreviatura: DSS,
supervivencia especifica de enfermedad.

Figura 4. Valor pronéstico de DC maduras en pacientes con NSCLC en fase tardia que recibieron
quimioterapia no adyuvante
Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia especifica de enfermedad de 56 pacientes de acuerdo con la densidad
de DC maduras DC-Lamp+ de infiltracion tumoral. Se evaluaron las diferencias significativas entre los dos grupos
de pacientes usando el ensayo del orden logaritmico. La mediana de DSS fue 17 meses para los pacientes con
tumores de bajo DC-Lamp, mientras que era de 36 meses para los pacientes caracterizados con tumores de alto
DC-Lamp. Valor p significativo cuando <0,05.

Figura 5. Valor pronéstico de linfocitos B foliculares de infiltracion tumoral y/o DC maduras en pacientes con
NSCLC en fase tardia que recibieron quimioterapia neoadyuvante.
Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global de 122 pacientes con fase avanzada de NSCLC y tratados con
quimioterapia neoadyuvante de acuerdo con la presencia de una densidad alta o baja de infiltracion tumoral de
(A) linfocitos B foliculares CD20+, (B) DC maduras DC-Lamp+ o (C) tanto linfocitos B foliculares CD20+ como DC
maduras DC-Lamp+. Las diferencias significativas entre los grupos de pacientes se evaluaron usando el ensayo

del orden logaritmico. Valor p significativo cuando <0,05. Abreviatura: OS, supervivencia global.

Tablas

Tabla 1. Parametros clinicos, histolégicos e inmunolégicos en pacientes con tumores "bajos en linfocitos B
foliculares" frente a "altos en linfocitos B foliculares"

La estadificacion patolégica y los tipos histolégicos de cancer broncopulmonar se determinaron de acuerdo con el
sistema de estadificacion TNM (Piemonte. NY, Wiley-Liss, 2002) y con la clasificacién histolégica de la OMS
(Brambilla et al., Eur Respir. J., 2001), respectivamente. Abreviaturas: NSCLC, cancer broncopulmonar no
microcitico; ADC, adenocarcinoma; SCC, carcinoma escamocelular; pTNM, TNM patolégico. Todos los parametros
se evaluaron entre 74 NSCLC en fase tardia. Los valores-p se obtuvieron usando los ensayos exactos de Fisher y
de Bonferroni-Dunn. Abreviatura: ETM, error tipico de las mediciones.

Bajo en linfocitos B foliculares

Alto en linfocitos B foliculares

Significacion

N.° % N.° % (valor p)
Densidad de linfocitos B
CD20+ foliculares <0,0001
mediazETM 0,011 £ 0,002 - 0,097 £ 0,014 -
intervalo 0,000-0,029 0,031-0,442
Género
masculino / femenino 34/4 89/11 26/10 72/28 0,0553
Edad - 0,9665
media (afios) £+ ETM 67 £1 - 67 2
intervalo 49-83 43-81
Historial de tabaquismo 0,8374
fumador actual/nunca 35/2 95/5 31/5 86/14
paquete-afio (afios) £
ETM 45+ 4 45+ 5
intervalo 0-100 0-100
Tipo histologico 0,8560
ADC 24 63 22 61
SCC 14 37 14 39
Diferenciacion tumoral 0,0819
buena 19 50 9 25
Intermedia 10 26 12 33
mala 9 24 15 42
Fase de pTNM 0,3623
pT1NOMO 27 71 21 58
pT2NOMO 7 18 7 20
pT1IN1MO 4 11 8 22
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La estadificacion patoldgica y los tipos histolégicos de cancer broncopulmonar se determinaron de acuerdo con el
sistema de estadificacion TNM (Piemonte. NY, Wiley-Liss, 2002) y con la clasificacién histolégica de la OMS
(Brambilla et al., Eur Respir. J., 2001), respectivamente. Abreviaturas: NSCLC, cancer broncopulmonar no
microcitico; ADC, adenocarcinoma; SCC, carcinoma escamocelular; pTNM, TNM patoldgico. Todos los parametros
se evaluaron entre 74 NSCLC en fase tardia. Los valores-p se obtuvieron usando los ensayos exactos de Fisher y

de Bonferroni-Dunn. Abreviatura: ETM, error tipico de las mediciones.

Bajo en linfocitos B foliculares Alto en linfocitos B foliculares Significacion
N.° % N.° % (valor p)
% de fibrosis 0,1877
mediatETM 22+3 - 28+3 -
intervalo 0-75 0-85
% de necrosis 0,6888
mediaztETM 13+£3 - 11+£3 -
intervalo 1-75 1-50
% de células tumorales
Ki67 0,8895
mediazETM 36+4 - 36+4 -
intervalo 1-80 2-80
Densidad de DC
maduras DC-Lamp+ 0,0002
mediaztETM 2,652 + 0,444 - 7,049 £ 1,034 -
intervalo 0-12,935 0,500-31,667
Densidad de linfocitos T
CD3+ (centro del tumor) 0,2067
mediaztETM 1,579 £ 0,184 - 1,931 £ 0,206 -
intervalo 0,000-5,000 0,000-5,000
Densidad de linfocitos T
CD3+ (margen invasivo) <0,0001
mediazETM 1,487 £ 0,112 - 2,542 £ 0,172 -
intervalo 0,000-3,000 0,500-5,000

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y patolégicas de pacientes con NSCLC incluidos en el estudio retrospectivo

La estadificacion patolégica y los tipos histolégicos de cancer broncopulmonar se determinaron de acuerdo con el
sistema de estadificacion TNM (Piemonte. NY, Wiley-Liss, 2002) y con la clasificacion histologica de la OMS
(Brambilla et al., Eur Respir. J., 2001), respectivamente. Abreviaturas: NSCLC, cancer broncopulmonar no
microcitico; ADC, adenocarcinoma; SCC, carcinoma escamocelular; pTNM, TNM patoldgico.

Total
N.° %
Género
masculino / femenino 60/14 81/19
Edad
media (afios) + ETM 64 +1
intervalo 41-79
Historial de tabaquismo
fumador actual/nunca 67/7 91/9
paquete-afio (afios) + ETM 45+ 3
intervalo 0-100
Estado vital de los pacientes
vivo 54 73
sin enfermedad 51
en recidiva 3
muerto 20 27
de metastasis de NSCLC 9
de otras causas 11
Tipo histologico
ADC 46 62
SCC 28 38
Fase de pTNM
pT1NOMO 48 65
pT2NOMO 14 19
pT1IN1MO 12 16
Diferenciaciéon tumoral
buena 28 38
Intermedia 22 30
mala 24 32
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La estadificacion patolégica y los tipos histolégicos de cancer broncopulmonar se determinaron de acuerdo con el
sistema de estadificaciéon TNM (Piemonte. NY, Wiley-Liss, 2002) y con la clasificacién histolégica de la OMS
(Brambilla et al., Eur Respir. J., 2001), respectivamente. Abreviaturas: NSCLC, cancer broncopulmonar no
microcitico; ADC, adenocarcinoma; SCC, carcinoma escamocelular; pTNM, TNM patoldgico.

Total
N.° %
% de fibrosis
mediazETM 25+2
intervalo 0-85
% de necrosis
mediazETM 12+2
intervalo 1-75
% de células tumorales Ki67**
mediazETM 36+3
intervalo 1-80

Tabla 3. Parametros prondsticos para supervivencia en analisis univariante para pacientes con enfermedad
avanzada y tratados por quimioterapia neoadyuvante.

| Variable Tasa de riesgo IC 95 % Valor p
Género 0,75 0,39a1,43 0,383
Edad 1,45 0,74a2,84 0,283
® Historial de tabaquismo 0,83 0,43a1,58 0,565
S EPOC 0,42 0,75a1,97 0,418
£ Lado 1,17 0,69 a 1,96 0,562
S Intervencién 1,38 1,07a1,78 0,012
g Calidad de reseccion 2,65 1,33 a 5,29 0,00585
@ Subtipo histoldgico 0,90 0,79 a 1,02 0,109
E Farmacos quimioterapéuticos 0,92 0,71a 1,20 0,548
© Nuamero de ciclos 0,50 0,31a0,81 0,0044
o Tiempo entre quimioterapia y cirugia 0,96 0,64a1,42 0,826
% de células tumorales viables 1,66 1,05 a 2,63 0,0313
Fase de TNM después de quimioterapia 1,53 1,12 a 2,08 0,00678
g 8 Densidad de células DC-LAMP+ 0,50 0,30 a 0,83 0,00721
|
]
% = Densidad de células CD20+ 0,41 0,24 a 0,70 0,00095
® 3
g E Puntuacion inmunitaria 0,50 0,36 a 0,72 0,000097

Ejemplos

En la siguiente descripcidon se realizan todos los experimentos de biologia molecular para los que no se da un
protocolo detallado de acuerdo con el protocolo convencional.

Abreviaturas

ADC, adenocarcinoma; BALT, tejido linfoide asociado con bronquios; DC, célula dendritica; NSCLC, cancer
broncopulmonar no microcitico; SCC, carcinoma de escamocelular; TIL, linfocito de infiltracion tumoral.

Ejemplo 1
Sumario

El objetivo del presente estudio fue determinar si una respuesta inmunitaria humoral protectora tiene lugar dentro de
Ti-BALT.

En esta ocasién, se estudié la diferenciacion de linfocitos B y la migracion a Ti-Balt usando estrategias
complementarias (inmunohistoquimica, citometria de flujo, microdiseccién de captura con laser, matriz de baja
densidad de PCR) en una serie de 104 pacientes con NSCLC. Se ha demostrado que los foliculos de linfocitos B de
Ti-Balt presentan la misma composicion celular y organizacion que en érganos linfoides secundarios canénicos.
Todas las fases de diferenciaciéon podian detectarse entre los linfocitos B de infiltracion tumoral. De forma
interesante, los compartimentos de linfocitos B principales eran compartimentos que comprenden células efectoras
(linfocitos B de memoria y células plasmaticas). También se ha demostrado que la mutacion somatica y las
maquinarias de cambio de isotipo se activan en foliculos de linfocitos B de Ti-Balt de acuerdo con la presencia de
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células Bm3 y Bm4. También se ha estudiado el reclutamiento de linfocitos B a Ti-Balt para identificar los
quimioatrayentes que orquestan esta migracion. De forma interesante, las vénulas endoteliales de alto PNAd+
intratumorales estaban asociadas exclusivamente con Ti-Balt. El ligando PNAd+, CD62L, se detectd selectivamente
en la mayoria de linfocitos de Ti-Balt incluyendo todos los linfocitos B, pero no en linfocitos B del centro germinal,
como se informa para dérganos linfoides secundarios convencionales. El analisis de los perfiles de receptores de
quimiocinas indico que CXCR5 se expresa por linfocitos B virgenes, que equivale a la expresion de su ligando unico,
CXCL13 en las zonas de linfocitos B de Ti-Balt. Finalmente, la expresion de CXCR5 disminuyd en linfocitos B
completamente diferenciados, un proceso regulador clave conocido que permite que las células efectoras
abandonen el centro germinal, como se describioé previamente en ganglios linfaticos.

Finalmente, se demostré que la densidad de linfocitos B de Ti-Balt esta correlacionada con la supervivencia a largo
plazo para pacientes con cancer broncopulmonar.

En conjunto, estos datos indican que Ti-Balt presenta fuerte similitud con el érgano linfoide candnico, un sitio
especializado en la induccion y establecimiento de memoria de las respuestas inmunitarias adaptativas. Por tanto,
Ti-Balt representa un sitio activo para el inicio de una inmunidad humoral protectora. La cuantificacion de linfocitos B
foliculares permitiria la identificacion de pacientes de alto riesgo.

Materiales y métodos

Pacientes

Se obtuvieron muestras de tumor broncopulmonar frescas e incluidas en parafina de pacientes con NSCLC que
experimentan cirugia en Institut Mutualiste Montsouris, Hotel Dieu, Tenon y hospitales European Georges Pompidou
(Paris, Francia). La evaluacidon preoperatoria de los pacientes incluyd exploracion por TAC de pulmén, cerebro y
glandulas suprarrenales y ecografia por ultrasonidos del higado. Todos experimentaron una reseccién quirdrgica
completa de sus tumores, incluyendo muestreo de ganglios linfaticos a mdultiples niveles o linfadenectomia, pero
ninguno recibié quimioterapia o radioterapia preoperatoria. Los pacientes con un estado funcional del Eastern
Cooperative Oncology Group (Finkelstein et al., JCO, 1988) < 1 fueron elegibles. Para el estudio retrospectivo, se
recuperaron biopsias de tumor incluidas en parafina con zonas representativas de tumor y parénquima pulmonar
adyacente de 74 pacientes sucesivos diagnosticados entre 1998 y 2002 con NSCLC en fase temprana (Mountain,
Cancer Chest, 1997). Las caracteristicas clinicas y patologicas principales de los pacientes para el estudio
retrospectivo se presentan en la tabla 2. Los pacientes con caracteristicas histolégicas mixtas, un tumor T3 o
invasion pleural no fueron elegibles. Al completarse el estudio, el seguimiento clinico minimo fue de 48 meses para
el ultimo paciente incluido en la cohorte. Se obtuvieron ganglios linfaticos no tumorales después de la cirugia de
pacientes que padecen cardiopatias. Se obtuvo sangre periférica de voluntarios sanos en el "Centre National de la
Transfusion Sanguine" (Paris, Francia). El protocolo se aprobd por el comité ético y de investigaciones en seres
humanos local (n.° 2008-133) y por el Assistance Publique-Hopitaux de Paris (AP-HP), en aplicacion del articulo
L.1121-1 de la ley francesa. Se obtuvo un consentimiento informado por escrito de los pacientes antes de su
inclusion en el estudio.

Inmunohistogquimica

Secciones tisulares de 5 uym en serie de tumores broncopulmonares incluidos en parafina se desparafinaron y se
pretrataron en tampén apropiado para la recuperacion del antigeno. Después, las secciones se incubaron con suero
humano al 5 % durante 30 min antes de afadir los anticuerpos apropiados o controles de isotipo. La actividad
enzimatica se revel6 como se describe previamente (MCD, JCO, 2008). Cuando fue necesario, las secciones se
tiferon con contraste con hematoxilina. Las imagenes se adquirieron usando un microscopio Nikon Eclipse 80i
(Nikon, Champigny-sur-Marne, Francia) gestionado con el programa informatico Nikon NIS Elements BR.

Método para la cuantificacion celular

La cuantificacion celular se midié cuantitativamente en las zonas tumorales de la seccion de tejido completo
(aumento original: x 100) usando el microscopio Nikon Eclipse 80i y gestionado con el programa informatico Nikon
NIS Elements BR. La densidad de linfocitos B foliculares de Ti-BALT se expres6é como una superficie de linfocitos B
CD20+ foliculares por campo de energia intermedia (IPF) del tumor con el ETM calculado. El nimero de DC
maduras DC-Lamp* fue inferior al nimero de células descrito anteriormente, que permite lograr un recuento
cuantitativo (media de DC por IPF del tumor con el ETM calculado). De acuerdo con la evaluacién convencional por
los patdlogos, se contd la necrosis y la fibrosis como el porcentaje de zonas positivas entre la seccion de masa
tumoral completa.

Enriquecimiento de linfocitos de infiltracién tumoral

Muestras frescas de tumor broncopulmonar se disociaron mecanicamente y se incubaron en una soluciéon no
enzimatica (solucion de recuperacion celular, BD Biosciences, Le Pont-de-Claix, Francia) durante 1 h a 4 °C. Las
suspensiones celulares después se filtraron a través de un filtro de 70 um (BD Biosciences) y las células
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mononucleares se aislaron por centrifugacion sobre Ficoll Hypaque.

Citometria de flujo

Se realizaron multiples tinciones usando anticuerpos contra marcadores de linfocitos B. en resumen, después de la
saturacion con suero humano al 2 %, las células mononucleares se incubaron con los anticuerpos primarios o
controles de isotipo apropiados durante 30 min a +4 °C en la oscuridad. Después, las células se lavaron y se fijaron
en formaldehido al 1 % antes del analisis en un citémetro LSRII (BD Biosciences). Los datos de citometria de flujo se
analizaron con el programa informatico Diva (BD Biosciences).

Cultivo ex vivo de linfocitos B de infiltraciéon tumoral

Se aislaron linfocitos B de infiltracion tumoral totales de células mononucleares mediante seleccién positiva. En
resumen, las células se incubaron en presencia de microesferas anti-CD19 (Miltenyi Biotec) y después se cargaron
en columnas Macs (Miltenyi Biotec). Los linfocitos B recién aislados se cultivaron en presencia de Pansorbina
(extracto de células de Staphylococcus aureus, Calbiochem) o linea celular de fibroblastos transfectados con ligando
de CD40 murino (las células CD40-L L las proporcioné amablemente Schering-Plough, Laboratory for Immunological
Research, Dardilly, Francia). El sobrenadante se recuperd cada 3 dias hasta el dia 9 y se crioconservé.

Analisis estadistico

Las variables tenidas en cuenta para el andlisis estadistico incluyeron parametros clinicos (edad, género,
tabaquismo, recidiva del tumor y estado vital), histopatoldgicos (histologia, pTNM, diferenciacion tumoral,
localizacién del tumor primario, necrosis, fibrosis, proliferacion del tumor) e inmunolégicos (véanse los marcadores
descritos anteriormente). Para realizar analisis univariante, se definieron grupos de pacientes de acuerdo con la
distribucién bimodal de la densidad de células positivas que designan los siguientes cortes. (Linfocitos B CD20+
foliculares: 0,029 mm?/IPF del tumor, DC-Lamp: media de 1,65 células/IPF del tumor). Se us6 ensayo de ji al
cuadrado con correccion de Yates y ensayo ANOVA (ensayos post-hoc con métodos de Fisher y Bonferonni) para el
analisis univariante. La curva de supervivencia especifica de enfermedad (DSS) se estimé por el método de Kaplan-
Meier y la significaciéon de las diferencias entre los grupos de pacientes se evalué por el ensayo del orden
logaritmico. Se definid un evento que afecta a la OS como muerte por cualquier causa, DSS como muerte por
NSCLC y DFS como recidiva del tumor primario. El analisis estadistico se realizé usando el programa informatico
StatView. Un valor P <0,05 se considero estadisticamente significativo.

Resultados

1 - Ti-BALT contiene el mismo contingente de células inmunitarias que el observado en érganos linfoides
secundarios

Para estudiar la funcion del compartimento de linfocitos B de Ti-BALT, primero se caracterizaron por
inmunohistoquimica los linfocitos B y otras células inmunitarias en que estaran en contacto en estas estructuras
linfoides terciarias. Como se describe en érganos linfoides convencionales, se observé que los linfocitos T CD3+ y
las DC maduras de DC-Lamp+ se agrupan para formar las zonas ricas en linfocitos T mientras que la mayoria de los
linfocitos B CD20+ se agregan en foliculos B. Dentro de las zonas de linfocitos B, habia diferentes células que no
eran linfocitos B presentes. Se detectaron linfocitos T CD3+ que probablemente representan linfocitos T auxiliares
foliculares, células dendriticas foliculares que se organizan en una red y una poblacién especializada de macréfagos
CD68+ también llamados macréfagos de cuerpo tangible.

En conclusion, la segregacion de las células inmunitarias en Ti-BALT es igual a la observada en 6rganos linfoides
secundarios, lo que sugiere que las respuestas inmunitarias pueden tener lugar dentro de estructuras linfoides
ectopicas en cancer broncopulmonar humano.

2 - Las zonas de linfocitos B de Ti-BALT tienen caracteristicas de una respuesta inmunitaria humoral en
curso

La segregacién de zonas de linfocitos T y B es una obligatoriedad para el desarrollo de anticuerpos de alta afinidad
con cambio de clase y también respuesta inmunitaria humoral de memoria. Por tanto, se evalu6 la fase de
diferenciacion de linfocitos B dentro de los tumores broncopulmonares y se comparé con los érganos linfoides
secundarios. Por inmunohistoquimica, primero se caracterizaron subconjuntos de linfocitos B de acuerdo con la
clasificacion Bm propuesta por el Dr. D. Capra (Pascual et al., J. Exp. Med., 1994). Como se observa en los foliculos
secundarios de ganglios linfaticos (fig. 1A), se muestra una acumulaciéon de linfocitos B virgenes IgD+ en zonas
restringidas llamadas el manto (fig. 1B). Este manto rodeaba un centro germinal (GC) como se define por la
presencia de células CD23+ que comprendia una red de células dendriticas foliculares y linfocitos B virgenes Bm2
(fig. 1C-D). Los linfocitos GC-B también se caracterizaron por la expresion de AID (fig. 1E-F), la enzima critica para
la hipermutacion somatica, la recombinacién de cambio de clase y la conversion génica de genes de
inmunoglobulina (Ig). De una manera similar, los linfocitos GC-B eran positivos para el marcador de proliferacion
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Ki67 (fig. 1G-H) y Bcl6 (fig. 1I-J), pero no expresaban la proteina antiapoptética Bcl2 (fig. 1K-L) en Ti-BALT y
ganglios linfaticos. Basandose en la expresion de CD138, no se detectaron células plasmaticas (PC) en foliculos B
de Ti-BALT (datos no mostrados), de acuerdo con la situaciéon observada en los ganglios linfaticos (fig. 1M). Sin
embargo, se observaron PC CD138+ en el estroma y la fibrosis del tumor (fig. 1N).

A continuacion, se compar6é ademas la proporcion de subconjuntos de linfocitos B intratumorales con ganglios
linfaticos, asi como sangre periférica por citometria de flujo. De acuerdo con la expresién de IgD y CD38 entre las
células CD19+ totales, la distribucidn de los cinco subconjuntos de linfocitos B fue completamente distinta en NSCLC
en comparacion con ganglios linfaticos y sangre (fig. 2A). La sangre y los linfocitos LN-B eran principalmente de
fenotipo virgen y de memoria (linfocitos B virgenes IgD+ CD38bajo, linfocitos B de memoria IgD- CD38bajo,
respectivamente). En contraste con la sangre y los ganglios linfaticos, cada fase de diferenciacion de los linfocitos B
se detectd en NSCLC. Se mostré que el porcentaje de linfocitos B de memoria y PC era estadisticamente mayor, y
los linfocitos B virgenes inferiores en NSCLC en comparacion con los otros dos sitios (fig. 2B; 18 %, 48 % y 62 % de
células de memoria; 1%, 0,5% y 28 % de PC; 75 %, 42 % y 4 % de linfocitos B virgenes en sangre, ganglios
linfaticos y NSCLC). La expresion diferencial de marcadores de linfocitos B adicionales (CD23, CD27, CD77)
permitid estudiar la distribucion de subconjuntos de linfocitos B virgenes (Bm1 y Bm2), GC (Bm3 y Bm4) y de
memoria (Bm5 temprano y Bmb5 tardio) en NSCLC y ganglios linfaticos. Como se muestra en la fig. 2C, la diferencia
principal entre los 2 sitios fue la proporcién de Bm1/Bm2 que estaba a favor de Bm1 en tumor broncopulmonar. Las
otras proporciones analizadas (Bm3/Bm4 y Bm5 temprano/Bmb5 tardio) no fueron estadisticamente diferentes en los
2 sitios anatomicos.

En conjunto, estos datos demuestran que la fase de diferenciacién de linfocitos B de infiltracion tumoral esta de
acuerdo con su localizacion in situ, es decir, en o fuera de estructuras linfoides ectdpicas. Los linfocitos B
diferenciados tempranos se organizan en foliculos B de Ti-BALT donde la mutacion somatica y las maquinarias de
cambio de isotipo estan activadas, lo que sugiere que Ti-BALT puede ser un sitio activo para la generacion de
linfocitos B de memoria y células de secrecion de anticuerpos.

3 - La densidad de linfocitos B foliculares esta correlacionada con supervivencia a largo plazo y su valor
pronostico esta potenciado cuando se asocia con la densidad de DC maduras

La presencia de foliculos B reactivos en algunos tumores broncopulmonares impulsoé la investigacion de su funcion
inmunoldgica. Como se ha demostrado que la densidad de DC maduras estaba asociada con un resultado clinico
favorable (Dieu-Nosjean et al., J. Clin. Oncol., 2008), se investigd si las densidades de linfocitos B foliculares y DC
maduras estaban correlacionadas entre si, asi como su valor pronéstico. La figura 3A muestra que, incluso si el
aumento global de la densidad de linfocitos B foliculares estaba asociado con un aumento global de la densidad de
DC maduras, estos dos parametros no estaban estadisticamente relacionados entre si (R2 = 0,1224), lo que sugiere
su independencia reciproca. Mediante analisis univariante, a continuaciéon se investigd el valor prondstico de
linfocitos B foliculares en solitario 0 en combinacién con DC maduras. Las tasas de supervivencia especifica de
enfermedad de cuatro afos fueron de un 97 % entre los pacientes con alta densidad de linfocitos B foliculares (Foll-
CD20 alto) y un 65 % entre pacientes con baja densidad de linfocitos B foliculares (Foll-CD20 bajo) (fig. 3B). Por
tanto, los pacientes con Foll-CD20 alto tienen una supervivencia mas larga que pacientes con Foll-CD20 bajo
(P =0,0099), lo que demuestra que el numero de linfocitos B foliculares estaba asociado con un prondstico
favorable. No hubo caracteristicas clinicas (género, edad, historial de tabaquismo), tumorales (diferenciacion
tumoral, estadificacion de pTNM, fibrosis, necrosis y células tumorales en proliferacion) o histoldgicas distinguibles
entre los pacientes con tumores Foll-CD20 alto frente a Foll-CD20 bajo (tabla 1). Se obtuvo un resultado similar para
la densidad de DC maduras de DC-Lamp+ (fig. 3C), lo que indica que ambas células presentadoras de antigeno
profesionales eran predictivas para la supervivencia. A continuacién, se ensayo si los pacientes con tumores "DC-
Lamp alto" y los pacientes con tumores "Foll-CD20 alto" eran iguales, y viceversa para los pacientes con tumores
"DC-Lamp bajo" y "Foll-CD20 bajo". Entre los 74 pacientes, 31 pacientes (un 42 % de los pacientes) pertenecia a
ambos grupos de tumores "DC-Lamp alto" y tumores "Foll-CD20 alto", 17 (un 23 % de los pacientes) pertenecian a
ambos grupos de tumores "DC-Lamp bajo" y tumores "Foll-CD20 bajo" y 26 (un 35 % de los pacientes) eran mixtos.
Entre este grupo mixto llamado "Foll-CD20/DC-Lamp mixto", 21 pacientes se caracterizaron con tumores "DC-Lamp
alto" y tumores "Foll-CD20 bajo" y 5 pacientes con tumores "DC-Lamp bajo" y tumores "Foll-CD20 alto". La
presencia de este grupo no solapante estd a favor de una independencia entre estos 2 parametros. Debido al
numero limitado de pacientes dentro de cada subgrupo del grupo mixto, se decidi6 mantener a los 26 pacientes
dentro de un grupo unico. Las curvas de Kaplan-Meier indicaron que un 100 % de los pacientes con "Foll-CD20/DC-
Lamp alto" estaban vivos (ningln evento entre los 31 pacientes) después de un seguimiento de 48 meses (fig. 3D).
Se descubrié que pacientes con baja densidad tanto de DC maduras intratumorales como de linfocitos B foliculares
(grupo "Foll-CD20/DC-Lamp bajo") tenian un prondstico muy malo con un 38 % de supervivencia de los pacientes
después de 48 meses (6 eventos de 17 paciente). Las curvas de supervivencia de los pacientes con tumores de
"Foll-CD20/DC-Lamp mixto" estaban entre estas dos curvas con un 86 % de pacientes vivos (3 eventos de 26
pacientes). La mediana de la supervivencia especifica de enfermedad se alcanzé Unicamente para los pacientes con
tumores "FON-CD20/DC-Lamp bajo" (42 meses, P < 0,0099).

En conclusion, se demostré que la densidad de linfocitos B foliculares de infiltracion tumoral es muy predictiva de
supervivencia especifica de enfermedad en NSCLC en fase temprana. En comparacién con la densidad de cada tipo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2707 285 T3

celular, la combinacién tanto de DC maduras como de linfocitos B foliculares permite la identificacion de un grupo de
pacientes sin ningun evento y un grupo con la mayoria de eventos.

Ejemplo 2

1 - Valor pronéstico de linfocitos B foliculares y de células dendriticas maduras en pacientes tratados por
quimioterapia neoadyuvante

La supervivencia de cinco afios de pacientes con NSCLC en fase temprana es de un 70 % y cae hasta un 15 % para
NSCLC metastasico en fase tardia. Los estudios han demostrado que combinaciones de dos farmacos son mas
eficaces que un tratamiento con un unico agente (Schiller et al., 2000). Actualmente, los pacientes con NSCLC
avanzado reciben una poliquimioterapia neoadyuvante (cisplatino mas gemcitabina o carboplatino mas paclitaxel) en
muchos hospitales de América del Norte y Europa (Bunn et al., 2002; Rosell et al., 2002). Ahora, cada vez mas
pacientes con cancer broncopulmonar en fase temprana también reciben quimioterapia neoadyuvante. La tasa de
respuesta de combinaciones de dos farmacos es entre un 20 y un 30 % en NSCLC avanzado. Los informes
recientes indican que los farmacos citotoxicos no solamente se estan dirigiendo a células tumorales, sino que
también pueden promover indirectamente el control del tumor facilitando el desarrollo de una respuesta inmunitaria
dentro del microentorno tumoral (revisado en Zitvogel et al., 2008).

El cancer broncopulmonar contiene células tumorales, asi como componentes del estroma: la vasculatura, tejido
conjuntivo y células de infiltracion inmunitarias. Entre el infiltrado de células inmunitarias, algunas de ellas son
profesionales para la presentacion de antigenos procesados, como las DC, los linfocitos B y los macréfagos.
Recientemente, se ha demostrado que la densidad de diferentes subconjuntos de DC (células de Langerhans
epiteliales, DC intersticiales del estroma y DC maduras) estaba asociada con un resultado favorable en pacientes
con NSCLC (Dieu-Nosjean et al., 2008; Fridman et al., 2011). Ahora, se muestra que la densidad de DC madura aun
esta correlacionada con una supervivencia a largo plazo para pacientes con NSCLC avanzado tratados por
quimioterapia neoadyuvante (n=56 pacientes, P=0,0373, véase la figura 4). Como los Ti-BALT estan presentes en
pacientes tratados con quimioterapia, la densidad de linfocitos B, otra poblacién de células presentadoras de
antigeno, puede asociarse con el resultado de pacientes tratados por quimioterapia. La densidad de linfocitos B
también puede verse afectada por el tipo de las combinaciones de dos farmacos. Por tanto, el marcador de linfocitos
B se correlacionara con la respuesta clinica al tratamiento. Este biomarcador puede usarse para discriminar entre
pacientes que responderan y pacientes que no responderan al tratamiento y, por tanto, permitiendo un disefio del
tratamiento mas racional y dirigido.

Ejemplo 3

En esta ocasion, se evalud el valor pronéstico de linfocitos B foliculares, DC maduras o la combinaciéon de ambos
tipos de células inmunitarias en un estudio retrospectivo de 122 pacientes con fase avanzada de NSCLC y tratados
por quimioterapia neoadyuvante. Se demostré que la densidad de cada parametro inmunitario estaba correlacionada
con un resultado favorable. Las curvas de Kaplan-Meier indicaron que la densidad de linfocitos B foliculares CD20+
estaba asociada con supervivencia global mas larga (OS, P=0,007) (fig. 5A). La mediana de OS fue de 55 meses
para los pacientes caracterizados con tumores Foll-CD20 alto mientras que la mediana de OS fue de 18 meses para
pacientes con tumores Foll-CD20 bajo. La densidad de DC maduras DC-Lamp+ también se correlacioné con un
mejor resultado clinico (fig. 5B, P=0,04). La mediana de OS fue de 55 meses para los pacientes con tumores DC-
Lamp alto mientras que la mediada de OS fue de 24 meses para pacientes con tumores DC-Lamp bajo.

Como Foll-CD20 y DC-Lamp influyen positivamente en la supervivencia del paciente, se estratificé a los pacientes
en 3 grupos de acuerdo con las densidades alta/baja de cada marcador (Foll-CD20/DC-Lamp alto, Foll-CD20/DC-
Lamp mixto y Foll-CD20/DC-Lamp bajo). Los pacientes con alta densidad de ambos tipos de poblaciones
inmunitarias estaban en bajo riesgo de muerte (no se alcanzé la mediana de OS) (fig. 5C, P=0,003). Los pacientes
con bajas densidades de linfocitos B foliculares y también DC maduras estaban en riesgo muy alto de muerte (la
mediana de OS fue de 18 meses), lo que demuestra que la combinacién de ambos marcadores inmunitarios permite
la identificacion de un subgrupo de pacientes con un resultado muy malo a pesar de la quimioterapia. Los pacientes
con tumores "Foll-CD20/DC-Lamp mixto" estaban en riesgo intermedio de muerte (la mediana de OS fue de 34
meses).

Estos datos estaban de acuerdo con los analisis univariantes (tabla 3), que muestran que la densidad de cada tipo
de célula inmunitaria estda muy asociada con la supervivencia de pacientes tratados por quimioterapia (Foll-CD20
con una tasa de riesgo (HR)=0,41 y P=0,00095; DC-Lamp con una HR=0,50 y P=0,00721). De forma mas
interesante, la combinacion de ambos biomarcadores fue el mejor indicador para la supervivencia (HR=0,50,
P=0,000097) en comparacion con los parametros clinicos convencionales.

En conjunto, se ha demostrado que la combinaciéon de los marcadores CD20 y DC-Lamp puede discriminar

pacientes con riesgo muy alto de muerte entre pacientes con NSCLC en fase avanzada tratados por quimioterapia
neoadyuvante.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el prondstico del tiempo de supervivencia de un paciente que padece un cancer sélido con
estructuras linfoides inducidas por tumor, que comprende las siguientes etapas:

a) cuantificar, en una estructura linfoide inducida por tumor, la densidad celular de linfocitos B foliculares, y

b) comparar la densidad celular del valor de linfocitos B foliculares obtenido en la etapa a) con un valor de
referencia predeterminado; y

c) proporcionar un prondéstico favorable de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad
celular de los linfocitos B foliculares es mayor que dicho valor de referencia predeterminado, o

proporcionar un mal pronéstico de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando la densidad celular de
linfocitos B foliculares es inferior a dicho valor de referencia predeterminado.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la supervivencia es la supervivencia especifica de enfermedad (DSS),
la supervivencia sin enfermedad (DFS) o la supervivencia global (OS).

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas las etapas de:

a) cuantificar en el tumor completo la densidad celular de células dendriticas maduras, y

b) comparar la densidad celular del valor de células dendriticas maduras obtenido en la etapa a) con un valor de
referencia predeterminado; y

c) proporcionar un pronéstico favorable de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando las densidades
celulares tanto de los linfocitos B foliculares como de las células dendriticas maduras son mayores que dichos
valores de referencia predeterminados,

proporcionar un mal prondstico de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando las densidades celulares
tanto de los linfocitos B foliculares como de las células dendriticas maduras son inferiores a dichos valores de
referencia predeterminados o

proporcionar un pronéstico intermedio de tiempo de supervivencia para dicho paciente cuando un valor de las
densidades celulares de linfocitos B foliculares y de las células dendriticas maduras es inferior a dicho valor de
referencia predeterminado y el otro valor es mayor que dicho otro valor de referencia predeterminado.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cancer sdélido se selecciona del grupo que
consiste en canceres broncopulmonares, canceres colorrectales y canceres de mama.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el cancer solido es un cancer broncopulmonar.
6. El método de la reivindicacion 4, en el que el cancer solido es un cancer broncopulmonar no microcitico.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el paciente es un paciente con una fase temprana
de cancer.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el paciente es un paciente con fase temprana de cancer que no recibié
ningun tratamiento neoadyuvante o adyuvante.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el paciente es un paciente con fase avanzada de
cancer.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el paciente es un paciente con fase avanzada de cancer que recibe
tratamiento adyuvante.
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Figura 1
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Figura 1 (continuacion)

LN NSCLC

CD20/ Bclé

CD20/ Bcl2

CD138 (HE)

15



ES 2707 285 T3

w-:
(IR

v eunbig

wa.
[ITER

1

ok
Livgiy

asi <

ok

Sd

t
(| TN A

LA

tl'

8ed) «—

id

[T

bDI

8d

16



ES 2707 285 T3

g eanbi4

+ -+ - + -/ 8cadn

= . - + i abj

seonewse|d se|njgn euowsw aQg 919) OO-GLQ sausbiIp
- 0
=
- 0C o
M
Fov 8§
9
A
o
09 o
=
©
+
-08 3
&
— a
O10SN W # — L

albues @

17



ES 2707 285 T3

(@)
C
& |
g5 -
£t 3
0
& 5

] Q
B ] 8

© © ©0 © oZ

o
QCDCD'EI'N

el JoOWBW 3p g sS03}I00jul| @pP %

I
:

B Bm3
[] Bm4

NSCLC

N
® © ¥ « °

09 g so)do4ull 3p %

100

- o DRmaE S
E E
m o "o
)
=0 I
© O ©o o o
g 0 O < -

SGUGBJ!A g S0}I20jUl] °@p %,

18

Figura 2C



ES 2707 285 T3

V¢ eunbi4

+dwe-9Qq seinpew 9 3p pepisuaq

SE o€ Gc 074 Sk oL S 0

L 1 |

2210 = _H i
2620°0 + X6v00°0 = A

000
S0‘0
oL‘0
GL0
oc‘o
G20
0S‘0
GE0
o0
S0
0S‘0

+020d9D so4e|ndljo}
g so}190Jul| ap pepisuaq

19



ES 2707 285 T3

sajusioed g¢/9

sajualoed 9¢/|
lejoyjojuaing

ga¢ eanbiy

(sesaw) odwai]

09 0s 0¥ oe 0z 0L 0
6600'0=d
oleq 0zao-iod
%599
Olle 0edD-liod !
%6

(%) sSQ @p pepljiqeqoid

o
o

fee]
o

20



ES 2707 285 T3

sajusioed gg/z

sojualoed gs/e

Te103/0JUsA]

O¢ einbiy

0@ 0¢ 0¥ 0¢€ o< 0l 0

2000°'0=d

oleq dwe-0Q

%S

oje dwe1-DQ
%G6 bty

L L L L L L |

(%) SSa 2p pepliiqeqo.d

21



ES 2707 285 T3

saquaroed /1/9

sqquaed 9z/e

sojuaroed 1¢/0

{e303/03USAT

dg e4nbi4

(sasaw) odwal ]

0¢

0z

oleq dwe-0@/02aD-1104
%8E

6600°0>d

oxiw dwe1-0a/02ad-liod

%98

=1,

ojje dwe-Da/02ad-iod
2001

Tttt 1 J]r T r]rTrrJrrryrrrrg

(%) SSa 2p pepljiqeqo.id

[=]

[=]

22



ES 2707 285 T3

0g

y einbi4

(sasaw) odwal
0] 4 0€ 0¢

Ol

€/£0°0=d

sajuaoed 6z/zL o) dINVYIDA ——
ssjuared /z/0z  oleq dINY1-Da —

HEOUELYE

23



Probabilidad de OS (%) Probabilidad de OS (%)

Probabilidad de OS (%)

0 4 P =0,007

ES 2707 285 T3

0 20

40 60 80 100

Figura 5

Linfocitos B foliculares

= Foll-CD20 alto (n=49)
mmmee FOII-CD20 bajo (nN=73)

DC maduras

e DC-Lampalto (n=52)
e DC-Lamp bajo (n=70)

40 60 80 100

Linfocitos B
foliculares y
DC maduras

w—— FOIl-CD20/DC-Lamp alto (n=27)
ansess FOI-CD20/DC-Lampmixto(n=47)
s FOII-CD20/DC-Lamp bajo (n=48)

Tiempo (meses)

T T T 71T

80 100

24



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

